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論文内容の要　旨
【目　的】
高血圧性血管病変の成立機序における内皮細胞の増殖因子の関与を明らかにするために、脳卒中
易発症性高血圧自然発症ラット（SHRSP）の大動脈から単離し、初代培養とした内皮細胞におけ
る血小板由来増殖因子－B鎖（PDGF－B）遺伝子発現を定量的に解析することを目的とした。
【方　法】
18－20週齢の雄SHRSPおよび対照の正常血圧Wistar rat（WKY）の大動脈から、酵素法によ
り内皮細胞を単離し、初代培養とした。5代まで、継代培養を行い、これらの細胞からRNAを抽出
分離し、PDGF－B mRNA発現量をnorthern blotにより評価した。prObeは、32Pでラベルした
ラットPDGF－Bの蛋白翻訳領域に対応するcDNAを用いた。nOrthern blotのシグナル強度は、
densitometerにより評価した。
【結　果】
SHRSP、WKY共に培養内皮細胞は、3．5kbのPDGF－B mRNAを発現しており、細胞の休止期
に比べて、増殖期で発現量増加が見られた。以下の実験は、内皮細胞がconfluentの状態になるま
で培養した後、培養液の血清濃度を下げて細胞増殖がはぼ認められない状態（休止状態）で行った。
継代2から5代のこれら休止状態の内皮細胞におけるPDGF－BmRNA発現量を比較した。いずれ
の継代の時点においても、WKYに比してSHRSPではmRNAが1．9－3．5倍の有意な増加を来たした。
次にActinomycin Dを投与して細胞における遺伝子の転写を抑制した後、PDGF－B mRNAの
細胞内における安定性を調べた。細胞内における、高い安定度を示すことが示されているactinの
mRNAの発現量を対照としてPDGF－B mRNAの減少速度を経時的に評価した。発現量の減少は
一次減少反応速度論を仮想した直線に適合した。半減期は、SHRSPおよびWKYで、おのおの1．12
＋0．14、1．28＋0．08時間であり、両者に有意な差は認めなかった。
さらに転写の後のmRNAの調節機構について、蛋白への翻訳を阻害するCycloheximideを投与す
ることにより検討した。薬剤投与後、2時間でSHRSPおよびWKY由来のいずれの内皮細胞におい
ても、PDGF－BmRNAが2－2．5倍に増加した。
【考　察】
本研究では、SHRSP由来培養大動脈内皮細胞におけるPDGF－B mRNA発現が、対照のWKYの
内皮細胞と比較して、有意に元進していることを明らかにした。さらに、PDGF－A mRNA発現
はSHRSP、WKYいずれにおいてもPDGF－B mRNA発現と比較して弱いものであった。これら
の結果は、以前にPDGF－Bを主とする増殖因子放出元進がSHRSPの内皮細胞で見られることを示
した結果と合致するものであった。
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ActinomycinDを用いた転写阻害実験ではSHRSP、WKY由来のいずれの細胞においても、転
写阻害後のPDGF－B mRNA減少速度に有意な差は兄い出しえなかった。したがって、SHRSP内
皮細胞におけるmRNAの発現元進が、転写の元進によるものであることが示唆された。高血圧負
荷のない通常の条件下での培養実験でもPDGF－B発現元進が見られたことから、PDGF－B発現元
進に遺伝的要因が関与している可能性を推測した。
PDGF－BmRNAはその3’端のadenineとuracilに富む配列により細胞のなかにおける不安定さを
示すと考えられている。本実験において得られたPDGFTB mRNAが転写阻害後に減少する速度
は、これまで報告された他種類の細胞内におけるそれとはぼ近似した数値であった。
PDGF－BmRNAの転写後の細胞内における調節機構は十分には知られていない。本実験では、
内皮細胞の蛋白合成阻害の後に、著明なPDGF－B mRNAの増加が観察された。しかしながら、
これまで報告された蛋白合成阻害がPDGF－B mRNA量にあたえる影響は、実験に用いられた細
胞種によりまちまちである。したがって、PDGFTB mRNAの不安定さが、遺伝子に特異的な配
列のみにより決定されるものではないと考えられる。
腎性高血圧およびSHRSPを用いたこれまでの研究で、血管内皮細胞の増殖能の元進や細胞形態
変化などの高血圧動物の生体内で見られた性質が、これらの動物から得た培養内皮細胞においても
柵　　保たれることを示してきた。従って、今回培養実験で得たSHRSPの内皮細胞におけるPDGF－
B mRNA発現元進が生体内でも存在することが推測された。
これまで、SHRSPでは血管壁におけるPDGF－β受容体発現元進が報告されている。本研究で見
られた動脈内皮細胞における慢性的なPDGF－B合成や放出の元進がパラクライン的に働き、血管
壁平滑筋細胞の肥大や増殖を刺激し、高血圧性血管病変形成に関与することが疑われた。
高血圧は粥状硬化症の重要な危険因子である。高血圧下における動脈内皮細胞の増殖因子が血管
壁平滑筋細胞の血管内膜への遊走および増殖を刺激することが、高血圧における粥状硬化症の発生
機序に関与している事が示唆された。
【結　論】
SHRSP由来培養動脈内皮細胞におけるPDGF－B遺伝子発現元進を明らかにした。発現の元進は
転写段階での調節機構による事が示唆された。更に動脈内皮細胞におけるPDGFTB遺伝子の転写
後の調節機構の存在を明らかにした。
論文審査の結果の要旨
高血圧は粥状硬化症の重要な危険因子であり、また高血圧性血管病変を引き起こす。一方、血管
内皮細胞の変化はそれら血管病変の発生に重要な役割をはたすことが知られている。本研究は高血
圧性血管病変の成立機序における内皮細胞の増殖因子の関与を明らかにするため、脳卒中易発症性
高血圧自然発症ラット（SHRSP）および対照の正常血圧Wistarrat（WKY）の大動脈から単離、培
養した内皮細胞における血小板由来増殖因子－B鎖（PDGFTB）の遺伝子発現を定量的に解析した
ものである。
その結果、1）SHRSP、WKY共に培養内皮細胞は、3．5kbのPDGF－B mRNAを発現しており、
細胞休止期に比べて、増殖期で同mRNAの発現量増加が見られた。2）継代2から5代の休止期
の内皮細胞におけるPDGF－BmRNA発現量はWKYに比して、SHRSPでは1．9－3．5倍の有意な増
加を示した。3）ActinomycinDを投与して遺伝子の転写を抑制し、PDGF－BmRNAの安定
性を調べた結果、SHRSPとWKYの問に有意差は認められなかった。4）さらにmRNAから蛋白
への翻訳を阻害するCycloheximideを投与すると、SHRSPおよびWKY由来のいずれの内皮細胞に
おいても、PDGF－B mRNAは2T2．5倍に増加し、両者に有意差は認められなかった。
これらの結果は、高血圧動物の動脈内皮細胞におけるPDGF－Bの産生元進がmRNA転写の促進
に基づくものであることを示しており、またPDGF－B産生および分泌の元進が動脈中膜平滑筋細
胞および血管周囲の線維芽細胞の増殖を刺激する可能性を示したものである。高血圧性血管病変の
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成立機序に関する重要な情報を与えるものであり、博士（医学）の学位授与に値するものと認める。
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